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DECLARATION 



I, Sabine Frieda Katharina Town, declare that I am a 
citizen of the Federal Republic of Germany, residing at 
WaldstraBe 45, 82386 Oberhausen, Federal Republic of 
Germany, that I am fluent in German and English, that I 
am a competent translator from German into English and 
that the attached is a true and accurate translation made 
by me into the English language of International Patent 
Application No. PCT/EP99/06321 dated 27.08.1999. 

I further declare that all statements made 
herein of my knowledge are true and that all statements 
made on information and belief are believed to be true; 
and further that these statements were made with the 
knowledge that wilful false statements and the like so 
made are punishable by fine or imprisonment, or both, 
under Section 1001 of Title 18 of the United States Code 
and that such wilful false statements may jeopardize the 
validity of the application or any patent issuing 
thereon. 

I hereby subscribe my name to the foregoing 
declaration, this thirteenth day of February 2001. 




Sabine F.K. Town 



•^MENT COOPERATION TRE>=^Y 



EO/US 
PCT/EP99/06321 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing: 

09 March 2000 (09.03.00) 




International application No.: 

PCT/EP99/06321 


Applicant's or agent's file reference: 
4966/00/WO 


International filing date: 

27 August 1999 (27.08.99) 


Priority date: 

01 September 1 998 (01 .09.98) 


Applicant: 

ENDL, Josef et at 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X[ in the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 
02 February 2000 (02.02.00) 



I I in a notice effecting later election filed with'^the International Bureau on: 



2. The election [ X | 

□ 



was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer: 


34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, Switzerland 


J. Zahra 


Facsimile No.: (41-22)740.14.35 


Telephone No.: (41-22)338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



3138993 
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=> VERTTRAG UBroche pz " flBT.TR-&T10NALE ZUSAMMENARBpfT Li IF PFM , 

M^mi—p i-ri^^^m A !, Roche Diagnostics GmbH 5 

GEBIET DES PATHMTj^BENS j patent Peptrrc-a panzberg 'l 



Absender: MIT DEH INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PHQFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



ROCHE DIAGNOSTI Lfa ^aMBP" .:'— — ^ 

0-68298 Mannheim 
ALLEMAQNE 



JG 



rT- [KOfKiLfs 




i 5. Nfiv. 2000 



ii 2 I NOV. im 

'J ^ 

MITTEILUNG OBER DIE OBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIQEN 
^■--^ PRUFUNGSBERICHTS 

' (Regel 71.1 POT) 



lendedaium 
(Teg/MenaVJ^) 



15.11.2000 



Aktenzeichen dea Anmeldsrs oder Anwatts 
4966/00^0-- I/U 


WCHTIGEMrrrELUNG 


Internatienaiss Aktenzetehen 
PCT/EP99/06321 


IntemaUonales Armeldedatum (Tsg/Monat^ahr) 
27/08/1999 


Prioritatsdatum (Tsg/MonatAJahf) 
01/09/1998 


Anm elder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeleilt, da6 ihm die mit der intematio 
hiermit den zu der intemationalen AnmekJung erstelllen intei 
gegebenenfalls mit den dazugehdrigen Anlagen. Qbemilttelt 



2. Bine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mft den dazu 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter Qbermitteh. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das intematiom 
nicht der Aniagen) ins Engtische anfertigen und diesem Ami 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintrilt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innertialb von 30 Monaten 
ab dem Prioritdtsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Arlikel 39 (1}) (slehe auch die durch das 
Internationale BQro im Formblatt PCT/IB/301 ubermlttelte Information). 

1st einem ausgewdhlten Amt eine Ubersetzung der intemationalen Anmeldung zu Qbennittein, so muQ diese 
Clbersetzung auch Obersetzungen aller Aniagen zum intemationalen vorlSufigen Prufungsberlcht enthatten. Es 
ist Aufgabe des Anmeiders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleitan. 

Weitere Einzelheiten zu den maGgebenden Fristen und Ertordemissan der ausgewShlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens IQr Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postansdirifl der mil der intemationalen PrOfung 
beauftragten Behdrde 

Suropdisehes Patentamt 
D'80298 Mtinehen 

Tel. ^9 89 2389 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fa]Ci49S9 2399 -4465 



Bevollm^tigter Bediensteter 
Danti. B 

Tel, >4e 89 2399-8161 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juii 1S92) 
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S.2 



VERTRACMER DIE INTERNATIONALE AMMENARBEIT AUF DEM 
^ GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Akten29ichen des Anmelders Oder Anwalts 
4965/00/WO 


alehe Mlltailung (ibsr die QberserKjung des tnternationBlen 
WEITERES VORGEHEN vorlauflgen PrUfungsbericht (Formblart PCT/lPEA/416) 


Intemationalefi Aktenzeichen 
PCT/EP99/06321 


Internationales Anmejd8datumf7a^/Monac<i>8/)r> 
27/08/1999 


Prloritatsdatum (TaQf^onst/Tag) 
01/09/1998 


tnternatioriale Patentktassification (iPK) odar 1 
C07K16/18 


lationald Klaaeifikation und IPK 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al. 



1 , Dieser internationale vorl&uf Ige PrOfungsbericht wurde von der mit der internationale voriaufigen PrUfung beauftragta 
Behorde ©rstellt und wjrd dem Anmelder gemaiB Artikel 36 iibermlnelt. 



2. DIeser BERICHT umtaRt Insgesamt 5 Blatter elnschliefllich dieses Oeckbiaits. 

SI AuBerdem liegen denr> Berlcht ANLAQEN bei; dabei handeti ds aieh um Bl&tter mit Beschreibungen. AnsprOehan 
und/oder Zeichnungen, die geSndert wurden und diesem Barlcht zugrunde liegen, und/odsr Blatter mrt vor diessr 
Behdrde vorganomnrienen Berichtigungen (slehe Regel 70.18 und Abschnltt 607 der Vcnwaltungsrichilinien zum PCT). 

Diaaa Aniagen umfaaeen InsgesamT 3 BlScter. 



3. DIaser Bericht enth^tt Angaben zu folgsnden Punktan: 
I B Qrundlage des Berichts 



II 


□ 


PrioritSt 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Qutachtens Qber Nauheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Ariwandbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




BagriJndfite Feststellung nacti Artikel 35(2) hlnslchtllch der Nauheit, der erfinderische Tfitlgkeit und dar 
gewerbliche Anwandbarkeit: Unterlagen und Erkidrungen zur StQtzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angetOhrte Unterlagen 


VII 




Bestimmte Mangel der Intemationalen Anmeldung 


VIII 




Bestimmte Bemerkungsn zur Intemationalen Anmeldung 



Datum der Enretchung des Antraga 
02/02/2000 


Datum der Fenigsteilung dieses Berichts 
15.11.2000 


Name und Postanschrifl der mit der intemationalen vortdufigen 
PrufUng beauftragtan Behdrda: 

^ Europfilfichos Patentamt 

/m) OaOZSa MQnehen 
jg/' Tel. •f49 88 2399 - 0 Tx: 523666 epmu d 
Fax: t49 69 2399 - 4465 


Bavcilmfichtigter Bedienateter y^^***^**5tv 

Goetz, M C ^ J) 
TeL Nr, +49 89 2399 8697 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 
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S.3 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aklenzeichen PCT/EP99/06321 



I, Grundlage des Bertchts 

1 . Dieser Bericht wurde ersteitt auf der Grundlage {Ersatzblitter, die dem Anmeldesmt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprQnglich eingereichV und sind ihm 
nicht beigefugt, well sie kelne Anderungsn enthatten.): 
Beschreibung, SeHen: 

1-19 ursprQngliche Fassung 

PatantansprQche, Nr.: 

1-14 eingegangen am 21/10/2000 mit Schreiben vom 20/10/2000 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alia vorstehend genannten Bestandteile standen der Behdrde in dsr Sprache. in der 
die intemationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur VerlQgung Oder wurdan in dieser eingereicht, sofern 
untar diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bastandteile standen Behdrde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt as sich um 

□ die Sprache der Obersetzung, die fQr die Zwecice der intemationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)), 

□ die Sprache der Obersetzung, die fQr die ZwecKe der intemationalen vorlautlgen PrQfung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3), 

3. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucjeotid- und/oder AmlnosSuresequenz ist die 
intemationale vorlSufige Prufung auf der Qmndlage des Sequenzprotolcoils durchgefuhrt worden, das: 

n in der intemationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der Intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behdrde nachtraglich In schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist, 

□ Die Erkli^aing, dass das nachtrSglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Qber den 
Offenbarungsgehaft der intemationalen Anmeldung im Anmeldezertpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Eridarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schrrftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unteriagen fortgefallen: 

□ Beschreibung» Seiten: 

□ Anspr^iche, Nr.: 

□ Zelchnungen, Blatt: 



Fonnblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VItt, Blatt 1) (Januar 1884) 
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S.4 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PROFUNGSBERICHT Internationales Aktenzelchen PCT/EP99/06321 



5. □ Dieser Bericht ist ohne BerQcksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
angegebenen GrCnden nach Auffassung der Behdrde Qber den Offenbarungsgehalt In der urspnlnglich 
eingersichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblitter, die solche Anderung&n Bnthalten, ist unterPunkt 1 himuwe/senisie sinddiesem Bericht 
beizufQgen). 



6. Etwaige zusStzliche Bemerkungen; 



V, BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlieh der Neuheit, der erllnderischen Titigkelt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und ErMiirungen zur Stutzung dieser Festetallung 

1. Feststellung 

Neuhert(N) Ja: AnsprOche 1-14 

Nein: AnsprQche 

Eriinderische Tatigkeit (ET) Ja: AnsprQche 1-14 

Nein: AnsprQche 

Gewerbliche Anwendbariceit (GA) Ja: AnsprQche 1-14 

Nein: AnsprQche 



2. Unterlagen und Efklarungen 
fiiehe Beiblatt 



VIL Bestimmte MSngel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgesteitt, daB die intemationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende MSnget aufweist: 
siehe Beiblatt 



Vill. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der PatentansprQche. der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die AnsprQche 
in voltem Umtang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formbiatt PCT/IPEA/409 {Felder l-Vlll. BIatt2) (Januar 198A) 
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# 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/08321 
PROFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrtindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderlschen T^tigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erkl^rungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Die foigenden Dokumente warden als relevant erachtet: 

D1: EP-A-0 499 176 (Boehringer Mannheim GmbH), 19. August 1992 

D2: SOLIMENA et al., EMBO J. 15/9. 1. Mai 1996 (1996-05-01), S. 2102-2114 

1.1. D1 offenbart die technischen Massnahmen zur Bereitstellung humaner 

Autoantikdrper gegen Inselzellenantigene. Welters sind aus D2 die aUtoantigenen 
Eigenschaften von IA-2 (auch ICA 512) bekannt. 

2. Die neu eingereichten Ansprilche 1-14 beziehen jedoch sich auf einen gegen 
das Inseizelienantigen IA-2 gerichteten Antikorper. zu dessen Bereitstellung eine 
Reihe von besonderen technischen Massnahmen zur Uberwindung 
unvorhergesehener Schwierigkeiten ergrlffen wurden (Selte 6/Zeile 4 - Seite 
8/Zeile 27), die weder in D1 noch 02 offenbart wurden; daher ist der jeweilige 
Gegenstand der Anspruche 1-14, die sich auf durch das genannte 
Bereitstellungsverfahren erhaltenen monoklonalen AntikOrper, die derart erzeugte 
spezielle Zeillinie A-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365, od r 
den daraus isolierten monoklonalen humanen Antikdrper beziehen, neu (Art. 
33(2) PCT) und beruht auf erfinderischer TStigkeit (Art. 33(3) PCT). 

3. Der Gegenstand des Anspruchs 6 ist insofem ausreichend War (Art. 6 PCT), als 
aus Seite 9/Zeilen 4-18 ersichtlich ist, wie der Fachmann feststellen kann. ob ein 
bestimmter vorliegender anti-IA-2 Antikfirper unter den Begriff "... in aquivalenter 
Weise bindef&hig ,.,"mi 



Poimblatt PCT/Belh!aW409{Blatt 1) (EPA-Aprll 1897) 
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ROCHE PZ PIBT.TR-E 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER Intsmationales Aklenzeichen PCT/EP99/06321 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



2u Punlct VII 

Bestlmmte MSngel der inter natlonalen Anmeldung 

Die Beschreibung steht nicht, wie in Regel 5.1 a) iii) PCT vorgesclirieben, in Einklang 
mit dem Wortlaut der geanderten Anspruche. 

Zu Punkt VIII 

Bestlmmte Bemerkungen zur internatlonalen Anmeldung 

Der nunmelir gultige Ansprucli 1 entspricht dem ursprtinglich eingereichten Ansprucli 
3; durch dessen Ruckbezug auf den ursprunglich eingereichten Ansprucli 1 war darin 
auch das Merkmal die spezifisch mit dem Inselzellenantigen IA-2 reagieren ..." 
enthalten; dieses Merkmal fehit nun im geanderten Anspruch 1 , wodurch letzterer 
formal unklar wird (Art. 6 PCT), da niciit eindeutig ersichtlich ist, gegen welches Antigen 
der beanspruchte monoklonale Antikbrper gerichtet ist> 



Fomiblatt PCT/Bablan/409 (BlaH Z) (EPA- April 1997) 
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21-10-2000 




EP 009906321 



PatentaiuprSche 

1. Huxnane mmioklonale Antikfiiper, exfaaitUdi 

Imsiortalisierea von hnmanen Lymphozyten von PrSdiabetikezn od^ Diabetikem 
S mit hohen SerumantikSiper-Titem gegen IA-2, Kultivierung der immortalisierten 
Lymphozyten mit Wachstums&ktoien unter gleichzeitiger Entfemong von 
inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-'2-spezifi5chen huznanen monoklonalen 
Antikdiper im KulturQberstand, Klonieiung der humanen immortalisierten Zellinie» 
die diesen Antikorper prodiiziert, in Anwesenheit von Feederzellen, die keine 
10 cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vennehrung dieser inimoitalisierten Zelle 
gegebenenfalls nnter Zusatz von Wachstumsfaktoien und Isolierung des von diesem 
Klon produziexten monoklonalen AndkSrpers. 

2. Humaxue monoklonale Antikdiper gemSfi Anspnich 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
IS sle spezifisch mit IA-2ic, dem cytoplasmadschen Teil von IA-2 reagieien. 

3. Himiane monoklonale AntikOiper Bach einem der AnsprG^ 
gekemizeichnet, daB sie der Klasse IgG angehSren. 

20 4. Humane monoklonale AntikSzper nach Anspruch 3, dadurch gekezmzeichnet, dafi 
aie der Subklasse IgOl angehSren. 

5. Humane monoklonale AittikSiper "ngch den AnsprOchen 1 bis 4, erhSltlich aus der 
ZelHrne IA'-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnxnmner DSM ACC23 6S. 

25 

6. Humane mjonoklonaleAntikSrper nach den Ansprfichenl bis S,^ 

Weise mit IA«2 bindeShig sind vne die Antikdip^, die von der Zellinie IA*29 96«3- 
I, Hinteriegungsnummer DSM ACC236S, produziert weiden. 

30 7. Zellinie IA-2, 96-3-1 mit der Hinteriegungsnummer OSM ACC2365. 



GEAENDERTES BLATT 
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25 12- Verfehren zum Nachweis vcm AntikiSipem gegen das Inselzelkaitigens IA-2 in dncr 
Pxobe, dadurch gekennzeichnet, daQ als Standard ein monoklonaler Antikfiiper 
gemSS einiem der Anspriiche I bis 6 eingesetzt winL 



30 



8 . Verfahien zur Herstellung von humanen monoklonalen Antikorpcr nach einem der 
AnsprGche 1 bis 6 eentfaaltend die Schritte Inmoitalisieren von humanen Lymphozy- 

5 ten von Pradiabetikem odisr Diabetikem mit hohen SerumantikSiper-TLtem gegen 

IA-2, Kultiviemng der iznmoitalisiertea Lympho2grten mit Wachstumsfektoren unter 
gleichzcit^er Entfemung von inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-2-3pe2ifi- 
sdien tawTiflT^en monoklonalen Antikoiper im Kultuiliberstand, Klonierung der hu- 
manen immortaliflierten Zellinie, die diesen Antikarper produziert, in Anwesenheit 

1 0 von FeederzeUen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten ent h al ten, Vamebiung 
dieser immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfektoren, 
und Isolienang des von diesem Klon produzierten monoklonalen AntikiJrpers. 

9. Verwendungeineshiimanen monoklonalen AntikSipers nach eu^ 
15 1 bis6alsStandardxneinemVerfahrenzurBe$tinunung vonAn^ 

InselzdlantigecL 

10. Verwendung eines humanen monoklonalai AntikSrpers nach e i nem der Ansprfiche 
1 bis 6 als RjBzeptor in einem VerMtren zur Bestimmung von Antikdipem ge^ 

20 Inselzellantigen. 

1 L Verwendung eines humanen monoklonalen Andkorpers nach einem der AnsprOche 
1 bis 6 zur Qewinnung des Insel»llantigens IA-2. 
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13. Anti-idiotypischer AntikSiper, der gegen Antik5iper, die mit dem InsdzeUanligen 
IA-2 reagiercn, gerichtet ist, erhaitlich durch die Ttnninni.sienmg mit einem Anti- 
5 k5iper gemSQ eisem der AnsprQchs 1 bis 6, ImmcrtaHsiening ist MilzzeUen der 
immunisierteii Tiere, Klonierung von solchea immortaliaiertBii ZeUen, die Anti- 
kfirpcr produrieren, die an AntikOiper gegen IA-2 binden und Isolienmg der von 
diesen Klonen produzierten AntikiSiper nach bekannteu Vofehren. 

1 0 14. Verfehren zum Nachweis des Inselzellantigens I A-2 in ein» Probe, dadurch 

gekennzeicfanjet, daB als Bindepartner mindestena ein numoldoiialer AntikSiper 
gemSfi den Anspzficben 1 bis 6 eingesetzt wild. 



QEAENDERTES BLATT 



VERTRAGJJBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENABBaT 
i!DF DEM GEBIET DES PATENTj^^ENS 



m 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 
- Patentabteilung - 
D-68298 Mannheim 
GERMANY 



■■ 0 S, D2Z. 1399 



0\ - 



peg 



MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel 44.1 PCT) 




Abs€sndedatum 
JTa^Mona t/Jahr) 



03/12/1999 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

4966/00/WO- KjJ^ 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 99/06321 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 27 /08/ 1 999 



Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al 



1 . Dem Anmetder wird mitgeteilt, daB der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Arttkel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung Sndern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen elnzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betrSgt iiblichenweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzeiheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen elnzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Euro der WlPO, 34. CHEMIN des Colombettes. CH-121 1 Gent 20, 
Telefaxnr: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 



2. 



□ 



□ 



Dem Anmelder wird mitgeteilt. da3 kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daf3 ihm hiermit die ErklSrung nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 

Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen GebCihr (zus^tzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daB 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Obermittlung des Worttauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Biiro ubermittelt worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



4. Weiteres Vorgehen: 



Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 



Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffen^ 
licht. Will der Anmelder die Veroffentlichung verhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 .1 
bzw. 9&^.3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine ErklSrung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder des PrioritStsanspruchs beim Internationalen Biiro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlSufige Prufung elnzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Priori tatsdatum (in manchen Amtern sogar noch linger) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem PriohtStsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahlerkiarung ausgewahit wurden Oder nicht ausgewShlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verblndlich ist. 



Name und Postanschrlft der Internationalen Recherche nbe horde 

Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31 -70) 340-301 6 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Barbara Klaver 



Formblatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



^ . ~ (Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 

Oi.co.zooo^e^^ 



RKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/IS 



m 



Oieso Anmefkungen sollen grundlagende Hinweiae zur Einreichung von Anderungen gemdG Artikel 19 gebon. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernwae dea Vertrags Ober die intemationalo Zusammenarbeit auf dem Gebiet doa Patentwoaona (PCT), der Ausfflhmnga- 
ordnung und der V/erwaitungarichttiniGn zu dieaem Vertrag zugrunde. Bei Abwoichungen zwischon dieaen AnmorHungon und 
obengenannten Texten aind lotztere maflgobend. Nahore Einzelhoiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmoldor, oinor Verdffentiichung der 
WlPO, zu entnehmen. * ^ « 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffo "Artikel", "Regel" und "Abschnitf beziehen aich jewoila auf die Beatinnmungen dea 
PCT-Vertraga» der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaitungsrichtlinien. 



HiNWEisE ZU Anderungen gemAss artikel 19 



Nach ErtiaJt dea intomationaJon Rocherchonberichta hat der Anmelder die Mflglrchkeit, einmal die AnaprOche der intemationalon 
Anmeldung zu 4ndem. Ea iat jedoch zu betonen, dafl, da alia Teile der intemationalon Anmeldung (AnaprOche, Beachreibung und 
Zeichnungen) wdhrertd dea intemationalen vorlAufigen PrOfungaverfahrena geindert werden kfinnen, normalerwerae keine Notwendigkeit 
bestdht, Anderungen der Anapruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke einea voridufigen 
Schutzea die Verdffentlichung deaer Anapruche wOnacht oder ein anderer Grund fQr eine Anderung der Ansprvlche vor ihrer intematk}na- 
len Verdffentlichung voriiegt. Weiterhin ist zu beachten, da8 ein vorl^uftger Schutz nur in eintgen Staalen ertidltlich tai. 

Welchs Telle der IntemaUonalen Anmeldung kdnnen gedndert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 kOnnen nur die Anapruche geSndert werden. 

In der intemationalen Phaae kdnnen die AnaprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen vorlAufigen PrOfung beauf- 
Iragten Behfirde gedndert (oder nochmala geftndert) werden. Die Beachreibung und cfie Zeichnungen kfinnen nur nach Artikel 34 



Bis wann eind Anderungen einzureichen? 

innerhalb von zwei Monaten ab der Ubermrttlung dea intemationalen Recherchenberichta oder innertialb von aechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, )e nachdem, welohe Friat apAter ablfiuft. Die Andeningen gerten jedoch ala rechlzeitig eingereicht, wenn aie 
dem Intemationaien BQro nach Abiauf der maRgebenden Frist, aber noch vor AbachluO der techniachen Vortierertungen fOr de 
Internationale Verdffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 

Wo sInd die Anderungen ntcht einzureichen? 

Die Anderungen kdnnen nur beim Intemationalen BOro, nicht aber beim Anmeldeamt odor der Intemationalen Recherchenbehdrde 
eingereicht werden (Regel 46 2). 

falls ein Antrag auf intern atk)nale vorifluftge PrOfung eingereicht wurdeMird, aiehe unten. 



vor der mit der intemationalen vorldufigen PrOfung t^eauftragten Behdrde geSndert werden. ) 



I 



Beim Eintritt in die nalionale Phaae kdnnen alle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalla Artikel i 
41 ge&ndert werden. 



In weleher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung einee oder mehrerer ganzer AnaprOche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnaprOche oder durch Anderung dea Wortlauts eines oder mehrerer Anapruche in der eingereichten Fasaung. 

FQr jedes Anapruchablatt, daa aich aufgrund eirwr oder mehrerer Anderungen von dem uraprOnglich eingereichten Blatt 
unterachekiet, iat ein Eraatzblatt einzureichen. 

Alte AnaprOche, die auf einem Eraatzblatt eracheinen, aind mit arabiachen Ziffem zu numerieron. Wird ein Anapruch geatrichen, ao 
brauchen, die anderen AnaprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung aind die AnaprOche fortlaufend zu 
numeheren (Verwaltungarichtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen elnd In der Sprache abzufasaen, In der dieinlematlonale Anmeldung verdtfentllcht wIrd. 



Welche Unterlagen slnd den Anderungen belzufOgen? 
Begleltschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen aind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Daa Begleitachreitjen wird nicht zuaammen mit der tntemalionafen Anmeldung und den geAnderten AnsprOdien verdffentlicht. Ea 
tat nicht zu verwechaeln mit der 'Erkldrung nach Artikel 19(1)' (aiehe unten, 'Erki&rung nach Artikel 19 (1)*). 

Das Begleitschreiben Ist nach Wahl des Anmelders In engtischer oder franzdsischer Sprache abzuf assen. Bei engllschspra- 
chigen Intemationalen Anmeldungen ist das Begleitschreiben aberebenfalls In engllscher, bei franzoslschsprachlgen Inters 
natlonalen Anmeldungen In franzdsischer Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Fomiblalt PCT/ISA/220 (Blatt 1 ) (Januar 1 994) 



ANMEFI^HIGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 ( etzung) 



Im Bogleitschreibon sind die Unterschiede zwischon don AnsprOchon in dor eingereichten Fassung und don godnderten Ansprilchen 
anzugeben. So tat insbesondero ru jedem Anspojch in dor intemationaion Anmeldung aruugeben (gleichlautende Angaben zu 
vofschiedenon Anspruchen kfinnen zusammengefa^t warden), ob 

i) der Anspruch unverdndert rst; 

ii) der Anspruch gestrichen word en ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

rv) dor Anspruch oinen Oder mehroro Anspnlche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) dor Anspruch auf dio Teilung ©ines Anspruchs in der eingereichten Fassung zuruokzufuhren ist. 



Im folganden sJnd Belspiele angegeben, wie Anderungen im Bogleitachreiben zu ehSutem sfnd: 

1. (Wenn anstelle von urspnCinglich 48 Anspruchen nach der Anderung einiger AnsprOche 51 AnsprOch© existieren]: 

"Die AnsprOche 1 bis 29, 31 . 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderto AnsprOche gleicher Numeriorung ersetzt; Ansprtlcho 
30, 33 und 36 unver&ndert; neue Anspakche 49 l3is 51 hinzugefugt.' 

2. (Wenn anstelte von ursprOnglich 1 5 Anspruchen nach der Anderung alter AnsprOche 1 1 AnsprOche extstioron): 
*Ge&nderte AnsprOche 1 bis 1 1 treten an die Stelle der AnsprOche 1 bis IS.' 

3. [Wenn ursprOnglich 1 4 Ansprtlche oxistiorton und dio Anderungen darin bostehon. daB einigo AnsprOche gestrichen werden urxi 
neue AnspnQche hinzugetOgt werden): 

Ansprtlcho 1 bis 6 und 14 unverindert; AnspriJche 7 bis 13 gestrichen; neuo AnsprOche 15. 16 und 1 7 hinzugefOgt.'Oder* An- 
sprOche 7 bis 13 gostrichon; neuo AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugofOgt; alio ubrigon Ansprtiche unvorAndort." 

4. [Wenn verschiedone Arton von Anderungen durchgefuhrt werden]: 

■AnsprOche 1-10 unverflndert; Ansprtlche 11 bis 13, 18 und 19 gostrichon; AnsprOche 14, 15 und 16 durch goArxierten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspmch 17 in gedndorto AnsprOche 15, 16 und 17 unterteill; noue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 

"ErfcUrung nach Artikei 19(ir (Regel 46.4) 

Don Andorungon kann eino ErWftrung beigofOgt wordon, mit dor dio Anderungen erlAutert und ihre Auswirkungon auf die 
Boschroitxjng und die Zeichnungen dargologt werden (die nicht nach Artikol 1 9 (1) goAndert werden kOnnen). 

Die Erklirung wird zusammen mit der intemationalen Anmek^ng und don goAnderton AnsprOchon vorflffentlicht. 
Ste Ist In dar Sprache abzufassan. In der die intemationaion Anmeldung vordffantllcht wtrd. 

Sio muB kurz gehatton sein und dart, wenn in engltscher Sprache abgefaOt odor ins Englische uborsotzt, nicht mehr als 500 
Wfirtor umfassen 

Die EfWarung ist nicht zu vorwechsotn mit dom Boglott3chreik>en, das auf <So Unterschiode zwischen don AnsprOchon in dor 
eingereichten Fassung und den geAnderton Anspaichon hinweisl, und ersetzt letzteros nicht. Sio ist auf einom geaonderton Blatl 
einzureichon und in der Uborschrift aJs solcho zu konnzerchnon, vorzugswotso mit den Worten "ErWarung nach Artikol 19 (1)*. 

Dio EfWAnjng darf koine herabeotzondon AufJorungon Qbor den inter nationaten Rochorchenboricht odor do Bodoutung von in dom 
Bericht angofOhrton Vorfiffentlichungon errthalten. Sio darf auf im intemationaion Rochorchonboricht angofQhrte VerOffontlichun- 
gon, do sich auf oinen bestimmton Anspruch beziehen, nur im Zusammenhar>g mrt eirwr Anderung diesos Anspruchs Bezug 
nohmen. 



Auswirkungon einea boreits gestolUen Antrags auf IntematlonaJevorlSuflge PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt dor Einreichung von Anderungen nach Artikol 19 t)ereits oin Antrag auf intematranalo voriAufige PrOfung 
gestellt wordon, so soilte der Anmeldor in seinem Interesso gloichzeitig mit dor Einroichung der Andorungon beim Intern ationaJen 
BQro auch oin© Kopie dor Anderungen bei dor mit dor intemationalen vorlSufigon Prufung beauftragen Behdrdo ©inroichon (siehe 
Rogel 62.2 a), erster Satz). 



Auswlrfcungen von Anderungen hinslchtllch der Obersetzung derintematlonalen Anmeldung tekm Eintritt In die 
national© Phase 

Der Anmeldor wird darauf hingewiosen, daB taei Eintritt in do nationale Phase mfigltchorwois© anstatt odor zusdtztich zu dor Ut>or- 
setzung dor AnsprOche in dor eingereichten Fassung oine Ut^ersetzung der nach Artikei 19 go4nderton AnsprOche an do 
bestimmten/ausgowAhlton Amter zu Obormittein ist. 

Nahoro Einzolhoiton Qber dio Erfordomisso jedes boatimmten/ausgowdhhen Amts sind Band II des PCT-Loitfadons fOr Anmeldor 
zu entrwhmon. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



.fi^BER DIE INTERNATIONALE ZUSAM 
^pjF DEM GEBIET DES PATENTV^E 

POT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Aftikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) . 



MENARBEIT 
ENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

4966/00/WO 



WFITFRpq siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formbtatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachsteliender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/06321 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/08/1999 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

01/09/1998 



Anmelder 



ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfa5t insgesamt _3 Blatter. 

PT] Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Beh6rde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erkiarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 

internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
I I Die Erklarung, daf5 die in computerlesbarer Form erfalBten Informationen dem schrifttichen Sequenzprotokoll entsprechen, 

wurde vorgelegt. 



2. Q Beslimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

pT] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzti 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

py] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld 111 angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — zm. 
I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [H] 
I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intc 



nternationates Aktenzeichen 



iCT/EP 99/06321 



A. KLASSIFIZIERUNGDESANMEL^PKSGEGENSTANDES ,^ m.x i ^ /ii o 

IPK 7 C07K16/18 C12N5/10 G01N33/577 G01N33/68 C07K16/42 



Nach der Internationalen PatentWassitikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der tPK 



B. RECHERCHIERTEGEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstott (Klassifikattonssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C07K 



RQCherchierte aber nicht zum Mindestprutstott gehorende Verbtfentlichungen, soweit dies© unter die recherchiertsn Gebiete (alien 



Wahrend der internationalen Recherche konsuttierte ©tektrontsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTUICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle^ Bezelchnung der Veroffentlichung. soweit erfcrderlich unter Angabe der In Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 499 176 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
19. August 1992 (1992-08-19) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-15 



Weitere Verbffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamitie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verbtlentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhatt er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verbftentlichungsdatum etner 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaRnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



'T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und m it der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugaindeliegenden 
Th eerie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgnjnd dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diesG Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die (y/litglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschtusses der internationalen Recherche 



19. November 1999 



Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 



03/12/1999 



Name und Postanschrtft der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patenlamt, P.B. 5818 Patentlaan2 
NL -2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevoilmachtigter Bediensteter 



Nooij, F 



Formblan PCT/ISA/21 0 (Blatt 2) (JuU 1 992) 
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INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH 



Internationales Aktenzeichen 

J/EP 99/06321 



SEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezeichnung der VaroHamlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracni kommsnden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



M. SOLIMENA ET AL. : "ICA 512, an 
autoantigen of type I diabetes, is an 
intrinsic membrane protein of 
neurosecretory granules." 
THE EMBO JOURNAL, 

Bd. 15, Nr. 9, 1. Mai 1996 (1996-05-01), 
Seiten 2102-2114, XP002123338 
Oxford, Grossbritannien 
in der Anmeldung erwahnt 
Zusammenfassung 

Seite 2102, rechte Spalte, Zeile 41 - 
53 

2103, linke Spalte, Zeile 38 - Zeile 



1-15 



Zei le 
Seite 
41 

Seite 
Zeile 



2106, 
29 



rechte Spalte, Zeile 24 - 



Material and methods - Antibodies 

A. MADEC ET AL.: "Four IgG anti -islet 
human monoclonal antibodies isolated from 
a type 1 diabetes patient recognize 
distinct epitopes of glutamic acid 
decarboxylase 65 and are somatically 
mutated. " 

THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

Bd. 156, Nr. 9, 1. Mai 1996 (1996-05-01), 

Seiten 3541-3549, XP002123339 

Baltimore, MD, VSA 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

Seite 3541, rechte Spalte, Zeile 26 -Seite 
3542, linke Spalte, Zeile 14 



M. PAYTON ET AL. : "Relationship of the 

37,000- and 40,000-Mr tryptic fragments 

Islet antigens in insulin-dependent 

diabetes to the protein tyrosine 

phosphatase-1 ike molecule IA-2." 

THE JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION, 

Bd. 96, 1. September 1995 (1995-09-01), 

Seiten 1506-1511, XP000612574 

New York, NY, VSA 

in der Anmeldung erwahnt 

US 5 200 318 A (RABIN ET AL. ) 
6. April 1993 (1993-04-06) 
Anspriiche 



of 



1-15 



1-15 



1-15 



2 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroftenttichunge^^e zur s$lben Patentfamilie gehoren 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



5 



Datum der 
Veroftentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



I Intern 

m 



Internationales AktenzQichen 

J/EP 99/06321 



Datum der 
Veroffentlichung 



EP 499176 



19-08-1992 



DE 


4129849 


A 


27- 


-08- 


1992 


AT 


161581 


T 


15- 


-01- 


1992 


DE 


59209079 


D 


05- 


-02- 


1998 


ES 


2112869 


T 


16- 


-04- 


•1998 


JP 


2085501 


C 


23- 


-08- 


■1996 


JP 


5115296 


A 


14- 


-05- 


■1993 


JP 


7116239 


B 


13- 


-12- 


■1995 


US 


5888813 


A 


30- 


-03- 


■1999 



US 5200318 


A 


06-04-1993 


AU 


3854393 


A 


18-11-1993 








CA 


2095278 


A 


14-11-1993 








EP 


0569800 


A 


18-11-1993 








JP 


6034629 


A 


10-02-1994 



Fofmblatt PCT/lSA/210 (Anhar»g PatentfamiiieKJuti 1992) 



VERTRAG UBEP^E INTERNATIONALE ZUSiOM/IENARBEIT AUF DEM IJ 

WGEBIET DES PATENTWE»NS ^ 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNcJiiS^lCtLLPCT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
4966/00/WO 


siehe Mitteilung Qt>er die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vortaufigen Pratungsbericht (Formblatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/06321 


1 nternationates Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
27/08/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
01/09/1998 


Internationale Patentklassiflcation (IPK) oder nationale Klassiflkation und IPK 
C07K16/18 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prutungsbericht wurde von der nnit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts, 

S Au3erdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Antagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
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□ 


HI 


□ 


IV 


□ 


V 




V! 


□ 


VII 




VIII 





Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der ertinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



02/02/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



15.11.2000 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragte n Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Miinchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Goetz, M 

Tel. Nr. +49 89 2399 8697 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VO 
PRUFUNGSBERICHT 



5rla 



UFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0632 1 



I. Grundlag des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt aut der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, geften im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie kelne Anderungen enthalten,): 
Beschreibung, Seiten: 

1-19 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-14 eingegangen am 21/10/2000 mit Schreiben vom 20/10/2000 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in d r 
die intemationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofem 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
intemationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der intemationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/06321 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprungllch 
eingerelchten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen.sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigke'rt und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Gewerbllche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erkiarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der tnternationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umlang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
si he Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 {Felder l-VIII. Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/06321 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Die folgenden Dokumente werden als relevant erachtet: 

D1: EP-A-0 499 176 (Boehringer Mannheim GmbH). 19. August 1992 

D2: SOLIMENAet al., EMBO J. 15/9, 1. Mai 1996(1996-05-01), S. 2102-2114 

1.1. D1 offenbart die technischen Massnahmen zur Bereitstellung humaner 

Autoantikorper gegen Inselzellenantigene. Weiters sind aus D2 die autoantigenen 
Eigenschaften von IA-2 (auch ICA 512) bekannt. 

2. Die neu eingereichten Anspruche 1-14 beziehen jedoch sich auf einen gegen 
das Inselzellenantigen IA-2 gerichteten Antikorper, zu dessen Bereitstellung eine 
Reihe von besonderen technischen Massnahmen zur Uberwindung 
unvorhergesehener Schwierigkeiten ergriffen wurden (Seite 6/Zeile 4 - Seite 
8/Zeile 27), die weder in D1 noch D2 offenbart wurden; daher ist der jeweilige 
Gegenstand der Anspruche 1-14, die sich auf durch das genannte 
Bereitstellungsverfahren erhaltenen monoklonalen Antikorper, die derart erzeugte 
spezielle Zelllinie A-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365, oder 
den daraus isolierten monoklonalen humanen Antikorper beziehen, neu (Art. 
33(2) PCT) und beruht auf erfinderischer Tatigkeit (Art. 33(3) PCT). 

3. Der Gegenstand des Anspruchs 6 ist insofern ausreichend klar (Art. 6 PCT), als 
aus Seite 9/Zeilen 4-18 ersichtlich ist, wie der Fachmann feststelien kann, ob ein 
bestimmter vorliegender anti-IA-2 Antikorper unter den Begriff "... in aquivalenter 
Weise bindefahig ..."fallt. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aklenzeichen PCT/EP99/0632 1 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Die Beschreibung steht nicht, wie in Regel 5.1 a) iii) PCT vorgeschrieben. in Einklang 
mit dem Wortlaut der geanderten Anspruche. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur intematlonalen Anmeldung 

Der nunmehr gultige Ansprucin 1 entspricht dem ursprunglich eingereichten Anspruch 
3; durch dessen Ruckbezug auf den ursprunglich eingereichten Anspruch 1 war darin 
auch das Merknnal "... die spezifisch mit dem Inselzellenantigen IA-2 reagieren ..." 
enthalten; dieses Merkmal fehit nun im geanderten Anspruch 1, wodurch letzterer 
formal unklar wird (Art. 6 PCT), da nicht eindeutig ersichtlich ist, gegen welches Antigen 
der beanspruchte monoklonale Antikorper gerichtet ist. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



21-10-2000 EP 009906321 



Patentajospruche 

1 . Humane monoklonale AntikQiper, erhaltlich durch die Verfahrensschritte 
Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem oder Diabetikem 

5 mit hohen Serum antikorper-Titem gegen IA-2, Kultivierung der inunortalisierten 

Lymphozyten mit Wachstumsfektoren imter gleichzeitiger EntfemuE^ von 
inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-2-spezLfischen humanen monoklonaien 
Antikorper im Kulturuberstand, Klonierung der humanen immortaUsierten Zellinie, 
die diesen Antikorper produziert, in Anwesenheit von Feederzellen, die keine 

10 cytotoxischen T-Lymphozj^n enthalten, Vermehrung dieser immortaUsierten Zelle 

gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfaktoren und Isolierung des von diesem 
Klon produzierten monoklonaien Antikorpers. 

2. Humane monoklonale Antikorper gemaB Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
1 5 sie spezifisch mit IA-2ic, dem cytoplasmatischen Teil von IA-2 reagieren. 

3. Hxmiane monoklonale Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie der Klasse IgG angehoren. 

20 4. Humane monoklonale Antikorper nach Anspmch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi 
sie der Subklasse IgGl angehoren. 

5. Humane monoklonale Antikorper nach den Anspnichen 1 bis 4, erhaltlich aus der 
Zellinie IA-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365. 

25 

6. Humane monoklonale Antikorper nach den Anspruchen 1 bis 5, die in aquivalenter 
Weise mit IA-2 bindefahig sind wie die Antikorper, die von der Zellinie IA-2, 96-3- 
1, Hinterlegungsnummer DSM ACC2365, produziert werden. 

30 7. Zellinie IA-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365. 
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21-10-2000 EP 009906321 



8. Verfahren zur Herstellimg von hxunanen monoklonalen AntikSrper nach einem der 
Anspruche 1 bis 6 enthaltend die Schritte Immortalisieren von himianen Lymphozy- 

5 ten von Pradiabetikera oder Diabetikem mit hohen Serumantikoiper-Titeni gegen 

IA-2, Kultivierui:^ der immortaUsierten Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter 
gleichzeitiger Entfemimg von inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-2-spezifi- 
schen hxunanen monoklonalen Antikorper im Knlturuberstand, Klonienmg der hu- 
manen immortalisierten Zellinie, die diesen Antikorper produziert, in Anwesenheit 

10 von Feederzellen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vermehrung 

dieser immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von W£ichstumsfaktoren, 
und Isolierung des von diesem Klon prodnzierten monoklonalen Antikorpers. 

9. Verwendung eines humanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspriiche 
15 1 bis 6 als Standard in einem Verfahren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein 

Inselzellantigen. 

10. Verwendung eines humanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 

1 bis 6 als Rezeptor in einem Verfahren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein 
20 Inselzellantigen. 

11. Verwendimg eines himianen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 
1 bis 6 zur Gewinnung des Inselzellantigens IA-2. 

25 12. Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen das Inselzellantigens IA-2 in einer 
Probe, dadurch gekennzeichnet, daB als Standard ein monoklonaler Antikorper 
gemaB einem der AnsprQche 1 bis 6 eingesetzt wird. 
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13. Anti-idiotypischer AntikSrper, der gegen Antikorper, die mit dem Inselzellantigeii 
IA-2 reagieren, gerichtet ist, erhaltlich duich die Immunisierung mit einem Anti- 
5 kOrper gemSB einem der Anspriiche 1 bis 6, Immortalisienmg deif Milzzellen der 

inmiunisierten Tiere, Klonierung von solchen immortalisierten Zellen, die Anti- 
korper produzieren, die an Antikorper gegen IA-2 binden imd Isolierung der von 
diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 

10 14. Verfahren zum Nachweis des Inselzellantigens IA-2 in einer Probe, dadurch 

gekeraizeichnet, daB als Bindepartner mindestens ein monoklonaler Antikorper 
gemafi den Anspruchen 1 bis 6 eingesetzt wird 



GEAENDERTES BLATT 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 





(PCT Article 36 and Rule 70) 
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Applicant*s or agent's file reference 
4966/OOAVO 


FOR FURTHER ACTION Notification of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP99/06321 


International filing date {day/month/year) 
27 August 1999 (27.08.99) 


Priority date (day/month/year) 

01 September 1998(01.09.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 16/18 


Applicant 


ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement rr ^» 

Certain documents cited 

Certain defects in the intemational application 

Certain observations on the intemational application 
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II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Date of submission of the demand 

02 February 2000 (02.02.00) 


Date of completion of this report 

15 November 2000 (15.1 1,2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (Januarv' 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP99/06321 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed*' and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ I the international application as originally filed. 

the description, pages ^'^9 ^ as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of : 

pages , filed with the letter of . . 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-14 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



21/10/00 



I I the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
. filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 
I I the description, pages 

□ 

the claims. Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 I 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/lPEA/409 (Box I) (Januar>' 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 




ffntemadonal application No. 

PCT/EP 99/06321 


V. Reas ned statement under Article 35(2) with regard to novelty, invrative step or industrial applicability; 
citations and explanations supp rdng such statement 


1. Statement 

Novelty (N) 


Claims 


i 






Claims 




NO 


Inventive step (IS) 


Claims 


1 


- 14 YES 




Claims 




NO 


Industrial applicability (I A) 


Claims 


1 


- 14 YES 




Claims 




NO 



2. Citations and explanations 

1. The following documents are considered to be 
relevant : 



Dl: EP-A-0 499 176 (Boehringer Mannheim GmbH), 

19 August 1992 
D2: SOLIMENA et al . , EMBO J. 15/9, 1 May 1996 

(1996-05-01), pages 2102 - 2114 

1.1. Dl discloses the technical measures for providing 

human autoantibodies against islet cell antigens. In 
addition, D2 discloses the autoantigenic properties 
of IA-2 (and also ICA 512). 

2. The newly filed Claims 1-14, however, relate to an 
antibody directed against the islet cell antigen 
IA-2 , for the preparation of which antibody a number 
of special technical measures for overcoming 
unforeseen difficulties were adopted (page 6, line 4 
- page 8, line 27) which were not disclosed in either 
Dl or D2; consequently, the respective subject matter 
of Claims 1-14, which relate to monoclonal 
antibodies obtained by the above-mentioned method of 
preparation, the special cell line A-2, 96-3-1 with 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (Januar>- 1994) 



CVTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



rntemational application No. 

PCT/EP 99/06321 



(Continuation of V.2) 



the deposition number DSM ACC2365 prepared by said 
method, or the monoclonal human antibody isolated 
therefrom, is novel (PCT Article 33(2)) and involves 
an inventive step (PCT Article 33(3)). 

3. The subject matter of Claim 6 is sufficiently clear 
(PCT Article 6), since it is evident from page 8, 
lines 4-18 how a person skilled in the art can 
ascertain whether a particular anti-IA-2 antibody 
present falls under the term " • . . capable of binding 
in an equivalent manner 



Form PCT/iPEA/409 (Box V) (Januar>- 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



HBmational application No. 

PCT/EP 99/06321 



VIL Certain defects in the intemati nal application 



The following defects in the fonn or contents of the international application have been noted: 

The description is not consistent with the text of the 
amended claims (PCT Rule 5 • 1 (a) ( iii) ) • 



Form PCT/iPEA/409 (Box VII) (Januar> 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



HRrnational application No. 

PCT/EP 99/06321 



Vin. Certain observations on the international applicati n 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The present Claim 1 corresponds to the originally filed 
Claim 3; because of its back-reference to the originally 
filed Claim 1, the feature "... which specifically react 
with the islet cell antigen IA-2 ..." was also included 
therein; this feature is now missing from the amended 
Claim 1, which is therefore formally unclear (PCT 
Article 6 ) , because it is not evident against which antigen 
the claimed monoclonal antibody is directed. 
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(51) Internationale Patentklassifikatlon : 

C07K 16/18, C12N SAO, GOIN 33/577, 
33/68, C07K 16/42 



Al 



(11) Internationale VeroffentUchungsnummer: WO 00/12558 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatiun: 



9. Marz 2000 (09.03,00) 



(21) InternaUonales Aktenzeichen: PCT/EP99/06321 

(22) Internationales Anmeldedatum: 27. August 1999 (27.08.99) 



(30) Prioritfitsdaten: 
198 39 736.4 



I. September 1998 (01 .09.98) DE 



(71) Anmelder {fir alle Bestimmungsstaaten ausser US): ROCHE 

DIAGNOSTiCS GMBH [DE/DE]; D-68298 Mannheim 
(DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): ENDL, Josef (DE/DE); 
Ulmenstrasse 12/0-82362 Weilheim (DE). WILD, Thomas 
[AT/DE]; Trifthofstrasse 23, D-82362 Weilheim (DE). 
BERLO, Suzanne, Elisabeth [NL/NL]; Burg v/d Oeverstr. 
26, NL-5076 GL Haaren (NL). LITTY, Verena [DE/DE]; 
Landwehrstrasse 32c, D-80336 Miinchen (DE). 

(74) Gemeinsamer Vertreter: ROCHE DIAGNOSTICS GMBH; 
Patentabteilung, D-68298 Mannheim (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, eunopaisches Patent (AT, BE. 
CH, CY, DE, DK, ES, FI. FR, GB. GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE). 



VerofFentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: HUMAN MONOCLONAL ANTIBODIES DIRECTED AGAINST THE ISLET CELL ANTIGEN IA-2 
(54) Bezeichnung: HUMANE MONOKLONALE ANTIKORPER GEGEN INSELZELLANTIGEN IA-2 



(57) Abstract 

The invention relates to human monoclonal antibodies directed against the islet cell antigen IA-2, to a method for the production 
thereof, and to the use of the human monoclonal antibodies in a method for detecting antibodies directed against IA-2. The invention also 
relates to a method for detecting the antibodies directed against the islet cell antigen IA-2, and to a mcdiod for detecting the islet cell 
antigen IA-2 in a sample. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft humane monoklonale AntikOrper gegen das Inselzellantigen IA-2, ein Verfahren zu ihrer Herstellung, die 
Verwendung der humanen monoklonalen Antikbrper in einem Verfahren zum Nachweis von Antikttrpem gegen IA-2, cin Verfahren zum 
Nachweis von AntikOrpem gegen Inselzellantigen IA-2 sowie ein Verfahren zum Nachweis des Inselzellantigens IA-2 in einer Probe. 



07/17/2003, EAST Version: 1.03.0002 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifiziening von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemass dem 
PCX ver6ffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Amienien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Ostcrrcich 


FR 


Frankreich 


US 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Austratien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes KOntgreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosni cn -Hcrzc^owina 


GE 


Gcorgicn 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die chcmalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


6F 


Burldna Faso 


GR 


Gricchcnland 




Republik Mazcdonicn 


TR 


TOrkei 


BC 


Butgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Trland 


MS 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Bnuilien 


JL 


Israel 


MR 


Maaretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vercinigtc Staaien von 


CA 


Kanada 


IT 


rtalien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische RepubUk 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CC 


Kongo 


' KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schwdz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwcgcn 


YU 


Jugoslawicn 


CI 


Catc d'Tvoire 


KP 


Demolcratische Volksrepublik 


NZ 


Meuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


FT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






CZ 


Tschcchischc Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russischc F6deration 






DE 


Dcutschland 


L[ 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Danemaric 


LK 


Sri Lanka 


S£ 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







07/17/2003, EAST Version: 1.03.0002 



wo 00/12558 



PCT/EP99/06321 



Humane monoklonale Antikorper gegen InseLzellantigen IA-2 

5 

Gegenstand der vorliegenden Erfindxing sind humane monoklonale Antikorper gegen 
das Inselzellantigen IA-2, ein Verfahren zu ihrer Herstellung, die Verwendung der hu- 
manen monoklonalen Antikorper in einem Verfahren zum Nachweis von Antikorpem 
gegen IA-2, ein Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen Inselzellantigen IA-2, 
10 sowie ein Verfahren zum Nachweis von IA-2. 

Der insulinabhangige Diabetes mellitus vom Typ I (IDDM) beruht auf einer autoimmu- 
nen Zerstorung der insulinproduzierenden P-Zellen des Pankreas. Die Entwicklung von 
Autoantikorpem gegen P-Zellantigene geht dabei der Entwicklung eines klinisch dia- 
1 5 gnostizierbaren Diabetes voraus. Diese Autoantikorper dienen als sensitive Marker zur 
Identifikation der praklinischen Krankheitsphase. Auch in frisch diagnostizierten Dia- 
betiker-Patienten findet man haufig Antikorper, die mit den P-Zellen in den Langer- 
hans'schen Inseln reagieren. Die Gesamtheit der Autoantikorper wird auch als Islet Cell 
Antibodies (ICA) bezeichnet. 

20 

ICA sind sensitive und spezifische Marker fur die Prognose und Diagnose von huma- 
nem IDDM. Zu den bisher charakterisierten Inselzellantigenen, gegen die Autoantikor- 
per gebildet werden, zahlen Insulin (Palmer et al. 1983, Science 222, 1337-1339), die 
Glutamat-Decarboxylase (GAD, Baekkeskov et al. 1990, Nature 347, 151-156), Car- 
25 boxypeptidase H (Castano et al 1991, J. Clin. Endocrinol. Metab. 73, 1 197-1201) Insel- 
zellantigen ICA 69 (Pietropaolo et al. 1993, J. Clin. Invest. 92, 359-371) und das Anti- 
gen IA-2, das auch als ICA512 bezeichnet wird (Solimena et al. 1996, EMBO J. 15, 
2102-2114). 
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Bislang konnte noch nicht geklart werden, ob Autoantikorper, die gegen p-Zellantigene 
gerichtet sind, zur Entwicklung der Krankheit direkt beitragen oder ob das Auftreten der 
Autoantikorper ein Phanomen ist, das nach der Zerstorung der P-Zellen auftritt, 

5 Nach heutigem Kenntnisstand ist jedoch das Auftreten von Autoantikdrpem mit der 
Entwicklung eines Diabetes korreliert. 

Es hat sich gezeigt, daC insbesondere Autoantikorper gegen IA-2 in den meisten frisch 
diagnostizierten IDDM-Patienten auftreten und daB die IA-2-spezifischen Autoanti- 
10 korper mit einem schnellen Fortschreiten der Diabetes-Erkrankung assoziiert sind. IA-2- 
spezifische Autoantikorper scheinen dariiberhinaus spezifischer fur IDDM zu sein als 
GAD- Autoantikorper und auBerdem weniger haufig bei anderen Autoimmunkrankhei- 
ten ohne IDDM aufzutreten (Roll und Ziegler 1997, Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes 
105,1-14). 

15 

Beim Autoantigen IA-2 handelt es sich um ein Transmembran-Protein mit einem mem- 
bran-durchquerenden Segment und einer cytoplasmatischen Domane (IA-2ic), die die 
Epitope fiir die Antikdrperbindung enthalt (Solimena et al. 1996, EMBO J, 15, 2102- 
21 14). Als intrinsisches Membran-Protein sekretorischer Vesikel wird IA-2 in peptid- 

20 sekretierenden endokrinen Zellen sowie in Neuronen, die neurosekretorische Vesikel 

enthalten, exprimiert. IA-2 besitzt eine signifikante Homologie zu IA-2P, das auch unter 
der Bezeichnung Phogrin bekannt ist. IA-2P ist wie IA-2 ein Transmembranprotein, 
wird jedoch anders als IA-2 bevorzugt in P-Zellen exprimiert. IA-2P und IA-2 sind 
Proteine vom Rezeptortyp und gehoren beide zur Klasse der Protein-Tyrosin- 

25 Phosphatasen (Roll und Ziegler 1 997, supra). 

Die Bestimmung der ICA (Islet Cell Antibodies) zum Nachweis von IDDM erfolgt im 
Stand der Technik durch Messungen an Pankreas-Gewebeschnitten mit indirekter 
Immunfluoreszenz. Hierbei werden die Autoantikorper in der zu untersuchenden Probe, 
30 die an die Inselzellstrukturen binden, durch fluoreszenzmarkierte, ftir Human-IgG 

spezifische Antikorper nachgewiesen. AUerdings sind diese ICA-Messungen technisch 
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sehr aufwendig und schwierig zu standardisieren, da die Ergebnisse, die mit unter- 
schiedlichem pankreatischen Gewebe von verschiedenen Spendem erhalten werden, 
stark variieren. 

5 Im Stand der Technik werden Autoantik(3rper gegen IA-2 und GAD auch durch einfache 
Radioliganden-Bindungsassays in Serumproben bestinimt.' Dabei werden in vitro 
translatierte, radioaktiv markierte Antigene verwendet (Dittler, J. et al 1998, Diabetes 
47, 592-597). Zur Herstellung der radioaktiv markierten Antigene wird die cDNA des 
jeweiligen Antigens mittels eines Kaninchen-Retikulozyten-Lysates in vitro transkri- 

10 biert. Die mRNA wird dann in Anwesenheit von radioaktiv markierten Aminosauren 
(im allgemeinen mit ^^S, Schwefel-35 markiert) translatiert. Die Bindung der Autoanti- 
k6rper an das markierte Antigen wird nach Abtrennung des Antigen- Antikorperkom- 
plexes vom freien Antigen beispielsweise durch Filtration oder Festphasenbindxmg iiber 
das radioaktive Signal des markierten Antigens nachgewiesen. 

15 

Diese Nachweismethoden konnen zwar zum Teil automatisiert werden, haben jedoch 
den grofien Nachteil, daB radioaktiv gearbeitet werden muB, was auf\vendige und kost- 
spielige VorsichtsmaBnahmen erfordert. Die durch in-vitro-Translation erzielbaren 
Markierungseffizienzen fur das Antigen sind von Batch zu Batch sehr variabel. AuBer- 
20 dem sind die markierten Antigene wegen eintretender Radiolyse bzw. wegen der kurzen 
Halbwertszeit des Schwefel-35 nur kurze Zeit hahbar. 

Ein diagnostisch einfach, schnell und in automatisierter Form durchzuflihrender Test 
zum direkten Nachweis der IA-2-spezifischen Autoantikorper ist im Stand der Technik 

25 bisher nicht beschrieben. Dies ist insbesondere darauf zuriickzufuhren, daB bisher keine 
standardisierten IA-2-spezifischen Autoantikorper existieren. Als Standard- oder Eich- - 
material wurden bisher lediglich hochtitrige Seren von IDDM-Patienten verwendet. Der 
Nachteil hierbei ist, daB ein solches Serum nicht in unbegrenzter Menge zur Verfiigung 
steht und somit chargen- bzw. patientenabhangige Schwankungen im Antikorpergehalt 

30 des jeweiligen Standardserums bestehen. Ein Vergleich von Versuchsergebnissen aus 
unterschiedlichen Laboratorien ist dadurch nicht gegeben. 
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Aufgabe war es daher, humane monoklonale Antikorper zur Verfiigung zu stellen, die 
spezifisch das Inselzellantigen IA-2 erkennen, sowie ein diagnostisches Testverfahren 
zum quantitativen Nachweis der IA-2-spezifischen Autoantikorper mittels einer Stan- 
5 dardkurve zur Verfiigung zu stellen, das die Nachteile des Standes der Technik zum 
grofien Teil uberwindet. 

Die Aufgabe wird gelost durch humane monoklonale Antikorper, die spezifisch mit dem 
Inselzellantigen IA-2 reagieren. Dazu gehoren beispielsweise die Antikorper, die von 
10 der Zellinie IA-2, 96-3-1, hinterlegt am 13.08.1998 unter der Nummer DSM ACC2365 
bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Braunschweig, Deutschland), produziert werden. 

Gegenstand der Erfmdung sind daher humane monoklonale Antikorper gegen das Insel- 
1 5 zellantigen IA-2. Bevorzugt sind diese Antikorper vom IgG-Isotyp, besonders bevorzugt 
vom IgGl-Isotyp. 

Im Stand der Technik ist bekannt, dafi gegen das Inselzellantigen GAD (Glutamat-De- 
carboxylase) humane Autoantikorper erzeugt werden konnen (EP-A-0 499 176). Das 
20 dort beschriebene Verfahren umfafit folgende Schritte: 

Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem oder Diabetikem, Be- 
handeln des Kultuniberstandes der (durch EB V-Transformation) immortalisierten Zel- 
len mit einem Konjugat aus Antikorpem gegen humanes Fey und einer Markierung, 

25 anschlieBende Behandlung mit humanem Immunglobulin, Inkubieren mit immobilisier- 
ten humanen Pankreas-Inselzellen oder immobilisierter GAD, Identifizierung einer 
immortalisierten humanen Zellkultur, die einen Antikorper gegen Pankreas-Inselzellen 
produziert, uber die Bestimmung der an die immobilisierten Inselzellen oder die immo- 
bilisierte GAD gebundene Markierung, Isolierung einer humanen immortalisierten 

30 Zelle, die diesen Antikdrper produziert, Vermehrung dieser immortalisierten Zelle und 
Isolierung des von diesen Zellen produzierten monoklonalen AntikOrpers. 
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Mit dem in EP-A-0 499 176 beschriebenen Verfahren ist es jedoch nicht moglich, 
humane monoklonale Antikorper gegen IA-2 herzustellen. Die erste Schwierigkeit zeigt 
sich bereits bei der Auswahl der Spender-Lymphozyten. Es konnen nicht beliebige 
5 Spender-Lymphozyten verwendet warden, sondem die Lymphozyten miissen von Pra- 
diabetikem oder Diabetikem mit ausgewahlt hohen IA-2-spezifischen Serumantikorper- 
Titem stanmien. 

Die. Antikorper-Titer werden durch einen Radioliganden-Bindungsassay ermittelt. Bei 
10 diesem Assay wird die fur IA-2 kodierende DNA mittels eines Retikulozyten-Lysates in 
vitro transkribiert und in Anwesenheit von ^^S-Methionin translatiert. Anschlieiiend 
werden wenige Mikroliter (2 - 5 |il haben sich als geeignet erwiesen) Patientenserum 
mit dem radioaktiv markierten IA-2 inkubiert und die Immunkomplexe uber Protein-A 
Sepharose vom freien Antigen abgetrennt. Die Bestimmung der an die Protein-A 
15 Sepharose gebundene Radioaktivitat erfolgt in einem Szintillationszahier. Durch ein 
hochtitriges ausgewahltes Patientenserum werden die gemessenen cpm in arbitrare 
Units umdefmiert. Zum Beispiel wurde bei dem in dieser Studie verwendeten Patien- 
tenserum defmiert, daB 1000 cpm 100 U entsprechen. Dieses Patientenserum wird bei 
Bestimmungen als arbitrarer Standard mitgefuhrt. Fur die Transformationen wurden nur 
20 Lymphozyten verwendet, deren Spender einen Titer von grofier als 80 U aufwiesen, da 
nur von diesen Spendem IA-2 positive Primarkulturen entdeckt wurden. 

Dariiberhinaus hat sich eine Vorselektion auf IgG-produzierende B-Lymphozyten als 
sinnvoll erweisen. Im peripheren Blut befmden sich ca. lOmal mehr IgM-produzierende 

25 B-Lymphozyten als IgG-produzierende B-Zellen. Andererseits sind die relevanten 
Autoantikorper gegen IA-2 vom IgG-Subtyp (Zhang et al 1997, Diabetes 46, 40-43). 
Durch Isolierung der Membran-IgG positiven B-Lymphozyten kann die relevante B- 
Zell Subpopulation um einen Faktor 10 angereichert werden. Die Isolierung erfolgt 
durch Markierung der humanen B-Lymphozyten mit einem fur Human-IgG spezifischen 

30 Antikorper aus der Maus und nachfolgender Bindung von Magnetobeads, die mit Schaf- 
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anti-Maus-IgG beladen sind. Durch Anlegen eines Magneten konnen die markierten 
Zellen aus der Zellsuspension positiv selektioniert werden. 

Weiterhin zeigen sich Probleme bei der Anzucht der immortalisierten Lymphozyten, da 
5 die immortalisierten IA-2 spezifischen B-Zellen nur eine geringe Proliferationsrate auf- 
weisen und haufig von unspezifischen, aber schnell wachsenden immortalisierten B- 
Zellen iiberwachsen werden. Es hat sich gezeigt, dalJ durch den Zusatz von Wachstums- 
faktoren wie IL-6 oder IL-10 die Proliferation der immortalisierten IA-2-spezifischen B- 
Zellinien entscheidend verbessert werden kann. Ein zusat2diches Problem war, dafi die 
10 immortalisierten B-Zellinien Faktoren sezemierten, die das Wachstum der Zellinien 
negativ beeinflussen. Zu diesen Faktoren gehoren vor allem TGF-beta, IF-gamma und 
TNF-alpha. Die Entfemung dieser inhibitorischen Faktoren durch haufiges Wechseln 
des Kulturmediums bewirkt eine hohere Transformationsrate und ein schnelleres 
Wachstum der EBV transformierten B-Zell Linien. 

15 

Entscheidend fur die erfolgreiche Klonierung (siehe unten) der entstehenden EBV- 
transformierten B-Lymphozyten ist es, von vomherein limitierte Mengen an B-Lym- 
phozyten in die einzelnen Wells (Vertiefungen der Mikrotiterplatte) einzubringen. Im 
Stand der Technik werden mehrere tausend gereinigte periphere mononukleare Zellen 

20 pro Well empfohlen (Peyron, E. et al 1994, J. Immunology 153, 1333-1339; Madec, A.- 
M. et al 1996, J. Immunology 156, 3541-3549). Ubenraschenderweise hat sich gezeigt, 
dali fur die Primartransformation nur maximal 400 IgG-positive Zellen/Well eingesetzt 
werden konnen. Die Transformationsrate betragt etwa I von 80 B-Zellen, das heiUt, pro 
Well wachsen maximal 5 verschiedene Klone, Dadurch erhoht sich die Wahrscheinlich- 

25 keit, dafi man bei der anschliefienden Einzelzell-Klonierung, bei der nur wenige EBV- 
transformierte B-Zell Klone wachsen (oft nur 1-2%), die relevanten Klone isolieren 
kann. Ebenfalls uberraschend ist, dafi sich die meisten positiven Primarwells bei noch 
niedrigerer Einsaatdichte isolieren liefien, was dahingehend interpretiert werden kann, 
dafi bereits bei 400 B-Zellen pro Well zuviele Klone entstehen und dadurch langsamer 

30 wachsende Klone von schneller wachsenden unterdriickt werden. 
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Nach einer Wachstumsperiode von ca. 2 Wochen werden die Kulturuberstande der Pri- 
mar-Zellkulturen dann beispielsweise mittels eines ELISA-Tests an immobilisiertem 
IA-2 auf die Produktion von IA-2-spezifischen Antikorpem getestet. Besonders geeignet 
hat sich erfindungsgemafi das Screening auf IA-2-spezifische Antikorper mittels der 
5 cytoplasmatischen Domane des IA-2 erwiesen, die auch als IA-2ic bezeichnet wird. 

Bei der anschliefienden Einzelzell-Klonierung zur Stabilisierung der Zellinien mussen 
sogenannte Feederzellen zugesetzt werden, da EBV-transformierte B-Zellinien in nie- 
driger Zelldichte (<25 pro Well) nicht iiberlebensfahig sind. Als Feederzellen dienen 
10 autologe (vom selben Spender stammende) oder allogene (von einem anderen Spender 
stammende), mit 4000 rad bestrahlte periphere Blutlymphozyten. 

Die Klonierungseffizienz kann dadurch entscheidend verbessert werden, daB man die 
cytotoxischen T-Lymphozyten (CDS positive Zellen) aus der Feederzell-Population 

1 5 entfemt. Die Entfemung der CD8-Zellen erfolgt bevorzugt durch immunomagnetische 
Separation. Dazu werden die peripheren Blutlymphozyten zum Beispiel mit magneti- 
schen Microbeads inkubiert, an die monoklonale Antikorper gegen das humane CDS 
Antigen gekoppelt sind, Durch Anlegen eines Magneten werden die markierten Zellen 
entfemt, die restlichen Zellen bestrahlt und in einer Konzentration von 20 000 - 50 000 

20 Zellen pro Well eingesetzt. 

Ebenfalls als vbrteilhaft bei der Herstellung der erfindungsgemaflen Antikorper hat es 
sich erwiesen, eine Qualitatsiiberpnifung der Feederzellen durchzufuhren. Es konnte 
fes^estellt werden, dafi sich die wachstumsunterstiitzende Funktion dieser Feederzellen 

25 von Spender zu Spender stark unterscheidet. Die Feederzellen von manchen Spendem 
wirkten sogar inhibierend auf das Wachstum. Deshalb war ein wichtiger Fortschritt 
dadurch erzielbar, dafi jeder neue Batch an Feederzellen zunachst auf einer etablierten 
monoklonalen EBV-transformierten B-Zellinie (MICA 5) als Testzellinie auf seine Eig- 
nung fiir die Klonierungsprozedur untersucht wurde und "schadliche" Feederbatches 

30 aussortiert wurden. Dazu wurden Einzelzell-Kloniemngen von MICA 5 auf bestrahlten 
Blutlymphozyten von verschiedenen Spendem durchgefuhrt. Nach ca. 3 Wochen wurde 
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die Klonienmgseffizienz durch mikroskopische Bestimmxmg der Anzahl der bewachse- 
nen Wells bestimmt. Es wurden nur solche Feederzellen verwendet, mit denen eine 
Klonierungseffizienz von mindestens 20% erzielt warden kormte. 

5 Der Immortalisierungsschritt kann durch die dem Fachmann bekannte Transformation 
mit EBV (Epstein-Ban- Virus) erfoigen. Diese Transformationsmethode ist erfindungs- 
gemali bevorzugt. Die am haufigsten in der Literatur beschriebene Methode zur EBV- 
Transformation (siehe IfVersen, P. et al 1993, Hum. Antibod. Hybridomas 4, 11 5-123) 
besteht darin, die B-Lymphozyten mit EBV fur 2-3 Stunden zu inkubieren, um die 
10 Virusaufnahme zu erlauben. Danach werden die Zellen gewaschen und dadurch das 

Virus entfemt. Uberraschenderweise korinte jedoch festgestellt werden, daB eine erhohte 
Transformationsrate dadurch zu erzielen ist, dafi man das Virus nicht auswascht, 
sondem wahrend der gesamten Inkubationsdauer bis zum ersten Medienwechsel (nach 
ca. 7 Tagen) zusammen mit den B-Zellen inkubiert, 

15 

Die Immortalisierung kann jedoch auch durch Fusion mit geeigneten Myeloma-Zellen 
durchgefiihrt werden. Denkbar ist auch die Herstellung der erfmdungsgemaBen mono- 
klonalen Antikorper gegen IA-2 iiber die sogenannte Phage-Display-Methode (Nissim, 
A. et al 1994, EMBO J. 13, 3, 692-698). Dabei wird mRNA direkt aus den Lympho- 
20 zyten der IDDM-Patienten isoliert. Aus der damit hergestellten cDNA konnen die 
Immunglobulin-Gene amplifiziert werden (beispielsweise mittels Polymeraseketten- 
reaktion). Die so erzeugten Gene konnen wiederum in einer Phagen-Library als Fab 
Oder single chain Fv exprimiert werden, aus der dann die an IA-2 bindenden Phagen 
isoliert werden. 

25 

Erst durch die Uberwindung der oben geschilderten Schwierigkeiten war es moglich, 
humane monoklonale Antikorper gegen das Inselzellantigen IA-2 herzustellen. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind daher monoklonale Antikorper, die von 
30 der Zellinie IA-2, 96-3-1, hinterlegt am 13.08.1998 unter der Nummer DSM ACC2365 
bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
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Braunschweig, Deutschland), produziert werden. Die Zeliinie DSM ACC2365 ist eben- 
falls Gegenstand der Erfindung, 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindmg sind Antikorper, die in aquivalenter Weise wie 
5 die von der Zeliinie IA-2, 96-3-1 (DSM ACC2365) produzierten mit IA-2 bindefahig 
sind. Unter dem Begriff "in aquivalenter Weise bindefahig" werden Antikorper verstan- 
den, bei denen eine Epitopiiberlappung mit dem definierten, bekannten Antikorper 
nachweisbar ist. Diese Epitopuberlappung kann mit Hilfe eines kompetitiven Testsys- 
tems leicht nachgewiesen werden. Dazu wird zum Beispiel mit Hilfe eines Enzym- 
1 0 Immunoassays Uberprlift, inwieweit ein Antikorper mit dem bekannten Antikorper um 
die Bindung an ein defmiertes Antigen oder ein defmiertes Epitop konkurriert (bei- 
spielsweise IA-2ic). Dazu inkubiert man beispieisweise immobilisiertes IA-2ic-Antigen 
mit dem bekarmten monoklonalen Antikorper, der eine Markierung tragt und einem 
tJberschuB des in Betracht gezogenen Antikorpers. Durch Nachweis der gebundenen 
1 5 Markierung kann dann leicht festgestellt werden, inwieweit der in Betracht gazogene 
Antikorper den defmierten Antikorper aus der Bindung an das Antigen verdrangen 
kann. Ist eine Verdrangung von mindestens 50 % bei 10^-fachem UberschuB gegeben, 
so Hegt eine Epitopuberlappung vor. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind aulierdem humane monoklonale Antikorper 
gegen das Inselzellantigen lA-2, die erhaltlich sind durch die Verfahrensschritte 
Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem oder Diabetikem mit 
hohen Serumantikorper-Titem (>80 U) gegen IA-2, Kultivierung der immortalisierten 
Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter gleichzeitiger Entfemung von inWbitori- 

25 schen Faktoren durch haufigen Medienwechsel, Nachweis der IA-2-spezifischen hu- 
manen monoklonalen Antikorper im Kulturiiberstand bevorzugt mittels ELISA, Klonie- 
rung der humanen immortalisierten Zeliinie, die diesen Antikorper produziert, in Anwe- 
senheit von Feederzellen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vermeh- 
rung dieser immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfaktoren, 

30 und Isolierung des von diesem Klon produzierten monoklonalen Antikorpers. 
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Ebenfalls ein Gegenstand der Erfmdung ist ein Verfahren zur Herstellung von humanen 
monoklonalen Antikorpem, die spezifisch mit dem Inselzellantigen IA-2 reagieren, ent- 
haltend die Schritte Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem 
Oder Diabetikem mit hohen Serumantikorper-Titem (>80 U/ml) gegen IA-2, Kultivie- 
5 rung der immortalisierten Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter gleichzeitiger 
Entfemung von inhibitorischen Faktoren durch haufigen Medienwechsel, Nachweis der 
IA-2-spezifischen humanen monoklonalen Antikorper im Kultuniberstand, bevorzugt 
mittels'ELISA, Klonierung der humanen immortalisierten Zellinie, die diesen Anti- 
korper produziert, in Anwesenheit von Feederzellen, die keine cytotoxischen T-Lym- 
1 0 phozyten enthalten, Vermehrung dieser immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter 
Zusatz von Wachstumsfaktoren, und Isolierung des von diesem Klon produzierten 
monoklonalen Antikdrpers. 

Die Durchftihrung der einzelnen Verfahrensschritte erfolgt so wie in den vorhergehen- 
1 5 den Abschnitten beschrieben. 

Unter dem Begriff "monoklonaler Antikorper" sind im Sinne der Erfindung neben den 
intakten Immunglobulinen auch samtliche Antikorperfragmente zu verstehen. Dazu 
gehoren beispielsweise Fab, Fab' oder F(ab)'2-Fragmente. Wird der Begriff "Antikorper" 
20 ohne den Zusatz "monoklonal" oder "polyklonal" verwendet, so sind immer beide Arten 
von Antikorpem, sowie chimare Konstrukte und alle oben aufgefiihrten Fragmente 
gemeint. 

Die erfindungsgemaBen IA-2-spezifischen monoklonalen Antikorper reagieren spezi- 
25 fisch mit IA-2, wobei sie bevorzugt mit dem cytoplasmatischen Teil von IA-2, dem 
sogenannten IA-2ic reagieren. Gegenstand der Erfindung sind daher auch Antikorper 
gegen IA-2, die spezifisch mit dem cytoplasmatischen Teil von IA-2, dem sogenannten 
IA-2ic reagieren. Sie werden analog zu den zuvor beschriebenen Verfahrensschritten 
hergestellt. 

30 
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Zur Identifikation der IA-2-spezifischen monoklonalen Antikorper wird bevorzugt ein 
ELIS A-Test durchgefilhrt. Fur das Auffinden von anti-IA-2 spezifischen EB V-trans- 
formierten B-Zellinien mtissen je. Spender mindestens 1000 Primarwells getestet war- 
den. Ein solch umfangreiches Screening ist mit dem sehr arbeitsaufwendigen RIA des 
5 Standes der Technik nicht moglich. Der sehr hohe Probendurchsatz ist nur durch Ent- 
wicklung eines ELISA zu erzielen. Mit diesem halbautomatischen ELISA ist es mog- 
lich, mehrere tausend Kulturiiberstande pro Tag zu testen und damit das sehr seltene • 
Ereignis eines IA-2-positiven Primarwells zu entdecken . 

1 0 Im ELISA werden mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatten mit I A-2-Biotin oder 
IA-2ic-Biotin beschichtet. AnschlieBend werden die beschichteten Flatten mit verschie- 
denen Verdunnungsstufen von Humanseren aus Pradiabetikem oder etablierten Diabe- 
tikem inkubiert. Parallel dazu werden auf derselben Mikrotiterplatte defmierte Mengen 
eines gereinigten humanen IA-2-spezifischen Antikorpers inkubiert. AnschlieBend wer- 

15 den die Platten gewaschen und zum Nachweis von gebundenen Anti-IA-2- Antikorpem 
ein Peroxidase-markiertes Schaf-anli-Human-Fcy-spezifisches Antikorperkonjugat 
zugegeben. Gebundene 1 A-2-spezifische Antikorper werden durch eine Farbreaktion 
mittels ABTS® (Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonat (6)], Kat. Nr. 756 407, Boeh- 
ringer Mannheim GmbH Deutschland) nachgewiesen. Aus den Extinktionen der Stan- 

20 dardkurve kann uhter Berucksichtigung des Verdiinnungsfaktors auf den Gehah der 
Anti-IA-2-Antikorper in den Patientenseren geschlossen werden. 

Zur Herstellung des Antigens IA-2ic, das im ELISA eingesetzt wird, wurde aus einer 
Inselzell-spezifischen cDNA das IA-2ic-Gen durch die folgenden Primer amplifiziert, 
25 die von Payton et al. (1995) in J. Clin. Invest. 96, 1506-151 1 publiziert sind: 

5'-ATGCAGCAAGACAACGAGCGCCTG-3* und 
5'-TCACTGGGGCAGGGCCTTGAG-3' 

30 Die Amplifikationsprodukte wurden in einen Pin Point Vektor kloniert und in E. coli als 
losliches, biotinyliertes Fusionsprotein exprimiert. Das Fusionsprotein wurde an 
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monotnerer Avidin-Sepharose aufgereinigt. Das biotinylierte IA-2ic wurde an mit 
Streptavidin beladene Mikrotiterplatten gebunden, mit den erfindungsgemaflen IA-2- 
spezifischen monoklonalen Antikorpem inkubiert und gebundener Antikorper durch ein 
mit Peroxidase markiertes Anti-Human-IgG-Konjugat nachgewiesen. Um auszuschlie- 

5 Ben, dafi die Antikorper gegen die biotinylierte aminoterminale Domane des Fusions- 
proteins gerichtet waren, wurde auch die biotinbindende Domane des Fusionsproteins 
(Tag-Protein) alleine exprimiert und im ELISA getestet. Die IA-2-spezifischen Anti- 
korper erkannten das Tag-Protein nicht. Zusatzlich wurden die IA-2-spezifischen Anti- 
korper in einem RIA getestet. Hierzu wurde die DNA fur IA-2ic in vitro in Anwesenheit 

1 0 von ^^S-Methionin transkribiert und translatiert, mit den IA-2-spezifischen Antikorpem 
inkubiert und die Immunkomplexe durch Zugabe von Protein A-Sepharose immo- 
bilisiert. Die Radioaktivitat in den Immunprazipitaten wurde durch Fliissigszintillations- 
zahlung bestimmt. 

1 5 Ebenfalls ein Bestandteil der vorliegenden Erfmdung ist ein Verfahren zum Nachweis 
von humanen Antikorpem oder Autoantikorpem gegen das Inselzellantigen IA-2 in 
einer Probe. Als Testformate kommen alle dem Fachmann gelaufigen Formate in Frage, 
wobei der indirekte ELISA-Test bevorzugt ist. Als geeignet hat es sich erwiesen, aufge- 
reinigtes natives oder rekombinant hergestelltes IA-2 -Antigen oder IA-2ic-Antigen mit 

20 der Probe in Kontakt zu 'bringen, so dali die Probenantikorper an das Antigen spezifisch 
binden konnen. Ist das Antigen mit einer festphasenbindefahigen Gruppe versehen wie 
beispielsweise Biotin, so kann anschliedend die Immobilisierung des Immunkomplexes 
an einer mit Streptavidin beschichteten Festphase erfolgen. Das Antigen kann auch 
bereits direkt oder indirekt an der Festphase gebunden sein, wenn die Inkubation mit der 

25 Probe stattfmdet, Der Nachweis der Probenantik5rper erfolgt nach Trennung der festen 
von der fllissigen Phase bevorzugt durch Bindung eines mit einer Markierung 
versehenen Antik5rpers, der gegen den Fc-Teil von humanen Antikorpem, im allge- 
meinen den Fc-Teil von humanem IgG gerichtet ist, und anschliefiende Messung der 
Markierung. Als Markierung konnen alle dem Fachmann gelaufigen Markierungen 
30 verwendet werden, wie beispielsweise Enzyme wie Peroxidase, Haptene wie Digoxi- 



07/17/2003, EAST Version: 1.03.0002 



wo 00/12558 PCT/EP99/0632 1 

13 

genin, Fluoreszenzfarbstoffe oder zur Elektrochemilumineszenz oder Chemilumines- 
zenz fahige Substanzen. 

Denkbar ist auch ein kotnpetitives Testformat, bei dem das IA-2- oder IA-2ic-Antigen 
5 direkt oder indirekt an einer Festphase gebunden ist und ein erfindungsgemafler huma- 
ner monoklonaler Antikorper gegen IA-2 oder IA-2ic, der eine Markierung tragt, in 
einer definierten Konzentration als Rezeptor zugesetzt und mit dem Antigen inkubiert 
wird. Wird die Probe gleichzeitig oder danach hinzugefugt, so kompetieren die Proben- 
antikorper und der markierte Rezeptorantikorper miteinander um die Bindung an das 
10 Antigen, Nach Trennung der festen von der fliissigen Phase wird die Markierung in 
einer oder beiden Phasen bestinunt. Ein geringes Signal der Markierung an der Fest- 
phase deutet auf eine hohe Konzentration an Probenantikorper hin. 

Durch Vergleich der erhaltenen Mefiwerte fiir die Proben mit MeBwerten, die mittels 
1 5 einer Standardreihe zuvor ermittelt werden, kann eine Quantifizierung der Probenanti- 
korper erfolgen. In einer solchen Standardreihe werden definierte Konzentrationen der 
erfindungsgemaUen monoklonalen Antikorper gegen IA-2 oder IA-2ic eingesetzt. 



Als Proben fur den Nachweis von Antikorpem gegen IA-2 konnen alle dem Fachmann 
20 gelaufigen Korperfliissigkeiten verwendet werden. Dazu zahlen beispielsweise Vollblut, 
Serum oder Plasma, Urin und SpeicheL 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines humanen monoklona- 
len Antikorpers gegen IA-2 oder IA-2ic als Standard oder als Rezeptor in einem Verfah- 
25 ren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein Inselzellantigen, bevorzugt gegen das 
Inselzellantigen IA-2. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines humanen monoklona- 
len Antikorpers gegen das Inselzellantigen IA-2 zur Gewinnung des Inselzellantigens 
30 lA-2. Zur Gewinnxmg des Inselzellantigens IA-2 konnen die erfindungsgemaJJen Anti- 
korper nach dem Fachmann bekannten Verfahren an eine Festphase gekoppelt werden. 



07/17/2003, EAST Version: 1.03.0002 



wo 00/12558 PCT/EP99/06321 

14 

AnschlieBend wird die IA-2-haltige Probe mit den Festphasen-gebundenen Antikorpem 
inkubiert und die iibrigen Bestandteile abgetrennt. Durch Spaltung des Immunkom- 
plexes zwischen Antikorper und Antigen beispielsweise durch eine hohe Salzkonzentra- 
tion und anschliefiender Elation kann das Antigen in reiner Form erhalten werden. 

5 

Gegenstand der Erfindung sind auch anti-idiotypische Antikorper, deren Antigenbin- 
dungsstelle der Struktur des Antigens IA-2 bzw, IA-2ic entspricht. Erhaltlich ist ein 
solcher anti-idiotypischer Antikorper durch Immunisierung mit einem erfindungsge- 
maBen humanen Antikorper gegen IA-2, ImmortaUsierung der Milzzellen der immu- 
10 nisierten Tiere, Klonierung von solchen inunortalisierten Zellen, die Antikorper produ- 
zieren, die an die Bindungsregion der IA-2 spezifischen Antikorper binden und Isolie- 
rung der von diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachv/eis von IA-2 in 

15 einer Probe, das dadurch gekennzeichnet ist, dafl als Bindepartner mindestens ein erfin- 
dungsgemaCer monoklonaler Antikorper dazu eingesetzt wird. Bevorzugt wird der 
Nachweis als Sandwich-ELISA durchgefuhrt. Dabei wird als ein Bindepartner ein Anti- 
korper gegen lA-2, der ein erfindungsgemalJer Antikorper sein kann, nach dem Fach- 
mann bekannten Methoden (beispielsweise uber Biotin/Streptavidin) an eine Festphase 

20 gebunden. Das in der Probe vorhandene IA-2 bindet an den festphasengebundenen 

Antikorper. Der Nachweis des gebundenen IA-2 erfolgt uber einen weiteren Bindpart- 
ner, der eine Markierung tragt. Der weitere Bindepartner ist ebenfalls bevorzugt ein 
Antikorper und bindet ebenfalls spezifisch an IA-2, erkennt jedoch ein anderes Epitop 
als der festphasengebundene Bindepartner. Der markierte Bindepartner karm ein erfin- 

25 dungsgemalier monoklonaler Antikorper sein, wenn der festphasengebundene Anti- 
korper ein anderes Epitop erkennt. Als Markierung konnen alle dem Fachmann gelau- 
figen Markierungen eingesetzt werden. Dazu zahlen beispielsweise Enzyme wie Peroxi- 
dase, Haptene wie Digoxigenin, Fluoreszenzfarbstoffe, zur Elektro- oder Chemilumi- 
neszenz fahige Substanzen. 

30 ' 

Die folgenden Beispiele erlSutem die Erfindung weiter. 
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Beispiel 1: 

Auswahl der Spender fiir die Isoiierung von B-Lymphozyten 

5 Um die Wahrscheinlichkeit fur eine erfolgreiche Transformation von anti-IA-2-spezi- 
fischen B-Lymphozyten aus dem peripheren Blut zu erhdhen, wurden fUr die Lympho- 
zyten-Isolierung Spender ausgewahlt, die einen hohen Serum-Antikorper Titer gegen 
IA-2 aufwiesen. 

1 0 Die Antikorper wurden dabei durch einen in vitro Translationsassay bestimmt (siehe 
Zhang et al 1997, Diabetes 46, 40-43 sowie Dittler J. et al 1998, Diabetes 47, 592-597). 
Frisch diagnostizierten Diabetikem wurde Blut entnommen und nach bekanntem Ver- 
fahren Serum gewonnen. Ein Volumen von 2 - 5 |j.l der einzelnen Seren wurde in 50 |il 
Prazipitatipnspuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7,5 , 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% 

1 5 Aprotinin) mit dem durch in vitro Translation radioaktiv markierten IA-2ic Polypeptid 
(ca. 15 000 cpm) uber Nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert. AnschlieJiend wurden 50 
^1 einer 50%igen Protein A Sepharose-Suspension zugegeben und fiir eine weitere 
Stunde inkubiert. Danach wurde dreimal mit dem InkubationspufFer gewaschen und die 
Radioaktivitat der Beads in einem Fliissigszintillationsgerat bestimmt. Als arbitrarer 

20 Standard wurde ein hochtitiriges Diabetiker-Serum verwendet, welches bei einer 

Serummenge von 5\xl ca.lOOO cpm im Immunoprazipitat aufwies. Dieser Wert wurde 
als gleichbedeutend mit 100 U defmiert. Die Normalseren lagen damit bei ca. 5 U. Fiir 
die nachfolgenden Transformationen der peripheren Blutlymphozyten wurden nur 
Lymphozyten von Patienten verwendet, deren Seren einen Titer von grofier als 80 U 

25 aufwiesen. 



07/17/2003, EAST Version: 1.03.0002 



wo 00/12558 



PCT/EP99/06321 



16 

Beispiel 2: 

Zelbeparation und EBV-Transformation 

5 Nur solche Lymphozytenspender, deren Seren mindestens einen Titer von 80 U auf- 
wiesen, wurden fiir die Isolierung von B-Lymphozyten verwendet. Von diesen Spendem 
wurden 20-50 ml Blut abgenommen und daraus die peripheren mononuklearen Zellen 
(PBMNC) iiber eine Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. 

10 Die klassischen Tests zum Nachweis der IA-2-spezifischen Serum- Antikorper verw^en- 
den zur Abtrennung der Immunkomplexe Protein A-Sepharose. Deshalb muli angenom- 
men werden, daB die anti-IA-2 Antikorper fast ausschlieBlich der IgG-Immunglobulin- 
klasse angehoren (Zhang et al, Diabetes, 1997, 46, 40-43 sowie Dittler J. et al, Diabetes, 
1998, 47, 592-597). Da die B-Lymphozyten des peripheren Blutes jedoch iiberwiegend 

15 IgM produzieren, wurden zur Anreicherung der relevanten B-Zell Subpopulation die 
Merabran-IgG positiven B-Zellen isoliert. Hierzu wurden die PBMNC mit eiskaltem 
lMDM/10% fatalem Kalberserum (IMDM/10% FKS) auf eine Konzentration von 3*10^ 
Zellen/ml eingestellt. AnschliefJend wurde ein Anti-Human-IgG-Antikorper aus der 
Maus in einer Konzentration von 10 M-g/ml zugegeben. Die Zellen v^rden dann 30 

20 Minuten bei 4^*0 gerollert, urn ein Absetzen der Zellen wahrend der Inkubation zu ver- 
meiden. AnschlieBend wurde bei 200*g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur zentri- 
fugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen zweimal mit IMDM/10% FKS ge- 
waschen. 

25 Danach wurden die Zellen in IMDM/1 0% FKS in einer Konzentration von 1*10^ 

Zellen/ml (Gesamtzellzahl ca. 1*10^ Zellen) aufgenommen und mit Magnetobeads (Dynal 
M-280), die mit Schaf-Anti-Maus-IgG beladen waren, inkubiert. Es wurden etwa 10 
Beads pro Zielzelle zugegeben (es wurde davon ausgegangen, dalJ etwa 5% der PBMNC 
Membran-IgG exprimieren). 

30 
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Die Zellen wurden rait den Beads fiir 30 Minuten bei 4'*C gerollert. Danach wurde das 
ReaktionsgefaB fiir 5 Minuten in den Magnethalter gestellt, um die markierten Zellen 
abzutrennen. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Beads in 1 ml Medium resuspendiert 
und nochmals fur 5 Minuten in den Magnethalter gestellt. Der Oberstand wurde emeut 
5 abgesaugt^ das Rohrchen aus dem Magnethalter genommen und die isolierten Zellen in 0,5 
ml IMDM/10% FKS resuspendiert. 



AnschlieBend wurden 2 ml konzentrierte Epstein-Barr-Virus-Suspension zugeben. Die 
Virussuspension wurde aus dem Uberstand einer konfluenten Kultur der B 95-8 
1 0 Marmoset Zellinie (ATCC CRL 1612) gewonnen. Zur Virusadsorption wurden die B- 
Zellen fur 2 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 7 % COj inkubiert. Das Rohrchen 
wurde wahrend der Inkubationsphase mehrmals bewegt, um ein Absetzen der Zellen zu 
vermeiden. 

15 Danach wurde mil den separierten B-Zellen eine Verdiinnungsreihe gemacht, sodaB 
100, 200 und 400 B-Zellen in 100 ^l IMDM/10% FKS enthalten waren. Diese Zell- 
suspensionen wurde dann mit 4000 rad bestrahlten allogenen PBMNC (ohne CDS- 
positive Zellen) als Feederzellen versetzt (50 000 Feederzellen pro 150 ^1 Zellsuspen- 
sion). AnschlieCend erfolgte die Zugabe von 100 U/ml IL-6. Pro Well wurden 150 ^il 

20 Zellsuspension in 96 Well Rundbodenplanen verteilt und fiir 2 Wochen bei 5% CO2 und 
37^C inkubiert. Nach 7-10 Tagen wurde das Medium gewechselt. 
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Beispiel 3: 

Screening-Assay fur IA-2-Antik6rper produzierende EBV-transformierte B-Zell- 
Linien 

5 

Nach zwei Wochen wurden die Kulturiiberstande der EBV-Linien in einem ELISA auf 
Reaktivitat gegen rekombinantes IA-2 getestet. Als Antigen wurde der intrazellulare 
Teil des IA-2 (IA-2ic) in Escherichia coli in Kombination mit einem Biotin-markierten 
Peptid am NHj-Terminus exprimiert. Das Fusionsprotein wurde durch Affinitatschro- 
10 matographie an einer Streptavidin-Saule aufgereinigt. 

Mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatten wurden mit IA-2ic-Biotin in einer Kon- 
zentration von 100 ng/ml fur eine Stunde bei Raumtemperatur beschichtet. Anschlie- 
Bend wurden die Flatten mit 0,15 mol/1 NaCl/0,05 % Tween 20 gewaschen. In die 

1 5 Flatten wurden SO^il RFMI/1 0%FKS vorgelegt und danach 50 |il Kultuniberstand der 
EBV-transformierten B-Zellen zugegeben. Es wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur 
unter Schutteln inkubiert. Anschliefiend wurden die Flatten gewaschen und zum Nach- 
weis von gebundenen Anti-IA-2-Antikorpem 100|il eines Peroxidase-markierten Schaf- 
Anti-Human-Fcy-Antik6rpers (Boehringer Mannheim GmbH, Kat, Nr. 1089 196, 100 

20 mU/ml in PBS/0,5% Rinderserumalbumin) zugegeben. Anschlieflend wurde wiederum 
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. Oberschiissiges Konjugat 
wurde durch dreimaliges Waschen mit 0,15 mol/1 NaCl/0,05 % Tween 20 entfemt. 
Danach wurden 100 \i\ ABTS® (1 mg/ml, Boehringer Mannheim GmbH, Kat Nr. 756 
407) in 40 mmol/1 Citrat- Puffer pH 4,4, der 3,25 mmol/1 Natriumperborat enthalt, zu- 

25 gegeben und nach 45 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur unter Schutteln die 
Extinktion bei 405 nm gemessen. 

Bei einem typischen Transformationsansatz vmrden aus anfanglich 1*10^ PBMNC 2- 
5*10^ Membran-IgG positive B-Zellen isoliert, Diese wurden auf ca. 1000 Napfe verteih. 
30 Die Zahl der im Screeningtest als positiv identifizierten Napfe lag im Bereich zwischen 1- 



07/17/2003, EAST Version: 1.03.0002 



wo 00/12558 PCT/EP99/06321 

19 

3 Napfe pro 1000 getesteter Napfe. Die Extinktion der positiven Napfe lag im Bereich von 
1 500-2000 mE. 



5 

Beispiel 4: 



Klonierung der EBV-transformierten B-Zell Linien 

1 0 Diejenigen EBV-transformierten B-Zell Linien, deren Kulturiiberstand eine positive 
Reaktion im ELISA ergab, wurden kloniert. Die Zellen wurden dazu mit Hilfe eines 
Fluoreszenz-aktivierten Zellsorters einzeln in 96er Mikrotiterplatten abgelegt und mit 
bestrahlten CD8-depletierten PBMNC (5*10* ZellenA^ertiefling, 4000 rad) versetzt. Das 
Klonierungsmedium bestand aus IMDM/10%FKS/100 U/ml IL-6, Die Kulturiiberstande 

1 5 mit wachsenden Klonen wurden mittels ELISA getestet und die positiven Klone 

expandiert- Die Massenkultur zur Isolierung von Antikopem erfolgte in einem Tecno- 
maus-Bioreaktor. Die Antikorper w^den aus dem Uberstand durch Ammoniumstilfat- 
fallung und Chromato graphic iiber Protein A- oder Protein-G-Sepharose isoliert. 

20 
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Patentanspriiche 

1 . Humane monoklonale Antik()rper, die spezifisch mit dem Inselzellantigen IA-2 
reagieren. 

5 

2. Humane monoklonale Antikorper gemafi AnspnicH 1, dadurch gekennzeichnet, dalJ 
sie spezifisch mit IA-2ic, dem cytoplasmatischen Teil von IA-2 reagieren. 

3. Humane monoklonale Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, erhaltlich durch die 

10 Verfahrensschritte Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem 
Oder Diabetikem mit hohen Serumantikorper-Titem gegen IA-2, Kultivierung der 
immortalisierten Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter gleichzeitiger Entfer- 
nung von inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-2-spezifischen humanen 
monoklonalen Antikorper im Kulturiiberstand, Klonierung der humanen immorta- 

1 5 lisierten Zellinie, die diesen Antikorper produziert, in Anwesenheit von Feeder- 

zellen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vermehrung dieser 
immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfaktoren und 
Isolierung des von diesem Klon produzierten monoklonalen Antikorpers. 

20 4. Humane monoklonale Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, da/J sie der Klasse IgG angehoren. 

5. Humane monoklonale Antikorper nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daJi 
sie der Subklasse IgGl angehoren. 

25 

6. Humane monoklonale Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 5, erhaltlich aus der 
Zellinie IA-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365. 

7. Humane monoklonale Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 6, die in aquivalenter 
30 Weise mit IA-2 bindefahig sind wie die Antikorper, die von der Zellinie IA-2, 96-3- 

1 , Hinterlegungsnummer DSM ACC2365, produziert werden. 
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8. Zellinie IA-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365. 

9. Verfahren zur Herstellung von humanen monoklonalen Antikorper nach einem der 

5 Anspniche 1 bis 7 enthaltend die Schritte Immortalisieren von humanen Lymphozy- 
ten von Pradiabetikem oder Diabetikem mit hohen Serumantikoq)er-Titern gegen 
IA-2, Kultiviemng der immortalisierten Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter 
gleichzeitiger Entfemung von inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-2-spezifi- 
schen humanen monoklonalen Antikfirper im Kulturiiberstand, Klonierung der hu- 

10 manen immortalisierten Zellinie, die diesen Antikorper produziert, in Anwesenheit 

von Feederzellen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vermehrung 
dieser immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfaktoren, 
und Isolierung des von diesem Klon produzierten monoklonalen Antikorpers. 

15 10. Verwendung eines humanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 
1 bis 7 als Standard in einem Verfahren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein 
Inselzellantigen. 

1 1 . Verwendung eines humanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 
20 1 bis 7 als Rezeptor in einem Verfahren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein 

Inselzellantigen. 

12. Verwendung eines humanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 
1 bis 7 zur Gewinnung des Inselzellantigens IA-2. 

25 

13. Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen das Inselzellantigens IA-2 in einer 
Probe, dadurch gekennzeichnet, daB als Standard ein monoklonaler Antikorper 
gemali einem der Anspruche 1 bis 7 eingesetzt wird. 

30 14. Anti-idiotypischer Antikorper, der gegen Antikorper, die mit dem Inselzellantigen 
IA-2 reagieren, gerichtet ist, erhaltlich durch die Immunisienmg mit einem Anti- 
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korper gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7, Immortalisierung der Milzzellen der 
immunisierten Tiere, Kloniening von solchen immortalisierten Zellen, die Anti- 
korper produzieren, die an Antikorper gegen IA-2 binden und Isolierung der von 
diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 

5 

15. Verfahren zum Nachweis des Inselzellantigens lA-2 in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dafi als Bindepartner mindestens ein monoklonaler Antikorper 
gemalJ den Anspriichen 1 bis 7 eingesetzt wird. 
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